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Element muni (Tune couche de fibrine, sa preparation et son utilisation 

La presente invention a pour objet un element presentant une couche a base de 
fibrine, ledit element comportant (a) un support hydrophobe ou sensiblement 
5 hydrophobe presentant une partie poreuse dont l'epaisseur est comprise entre 
0,1 et 5 mm et dont les pores s'etendant au travers de son epaisseur ont un 
espace internodal compris entre 5 et lOOjim, une face de ladite partie poreuse 
dudit support etant traitee au moyen d'une composition a base de fibrine et/ou 
de fibrinogene, et (b) une couche a base de fibrine recouvrant ladite face traitee 
10 du support. 

On connait de tels elements par le document WO 96/07444 et par le document 
US 5298255. Ces elements connus sont prepare par simple immersion d'un 
support dans une solution contenant du fibrinogene et de la thrombine ou en 

15 poussant une telle solution sur un support poreux. Ces elements connus 

presentent une couche de fibrine sensiblement compacte et ne presentent que 
peu, voire pas de fibrine situee dans les pores du support dans le cas d'une 
simple immersion ou presentent de la fibrine dans les pores de plus grand 
diametre et sensiblement pas de fibrine dans les pores de petits diametre due a 

20 un passage preferentiel de fibrine par les pores de plus grand diametre. Ce 
passage preferentiel de fibrine par les pores de plus grand diametre sera une 
cause d'un manque d'homogeneite et ou d'uniformite. 

Ce manque d'homogeneite ou d'uniformite quant a la presence de fibrine dans 
25 les pores du support s'est revele dans des cas etre prejudiciable a l'attachement 
des cellules. 

La presente invention vise a remedier a ces inconvenients et a essentiellement 
pour objet un element du type decrit dans le premier paragraphe du present 
30 memoire, cet element etant caracterise en ce que ladite couche a base de fibrine 
est sensiblement uniforme et homogene sur ladite face traitee. La couche de 
fibrine selon 1'invention se caracterise par la non presence de fibrinogene non 
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lie a la couche de fibrine. La non presence de fibrinogene dans la couche de 
fibrine peut etre detecte par l'absence de la bande y du diagramme 
d'electrophorese. La non presence de fibrinogene dans la couche de fibrine est 
due au fait que tout fibrinogene n'ayant pas reagi pour former le reseau de 
fibrine est aspire a travers le support poreux. Ainsi, l'element suivant 
l'invention se caracterise par le fait qu'au niveau du contact entre la couche de 
fibrine et le support, il n'y a sensiblement pas, de preference pas de fibrinogene 
n'ayant pas reagi. Par exemple, la couche de fibrine de l'element suivant 
l'invention contient moins de 2% en poids de fibrinogene n'ayant pas reagi pour 
former un reseau de fibrine, de preference moins de 1%, en particulier moins de 
0,5% et plus particulierement moins de 0,1%. 

De facon avantageuse, la couche de fibrine et au moins la couche du support 
s'etendant sur une epaisseur de lOum contient moins de 1% en poids, 
avantageusement moins de 0,5 %, de preference moins de 0,1% en poids de 
fibrinogene n'ayant pas reagi par rapport au poids de la couche de fibrine. 
De preference, de la fibrine s'etend dans l'epaisseur de la partie poreuse traitee 
du support, a partir de ladite face traitee sur une profondeur d'au moins 2 urn, a 
la fois dans les pores de diametre moyen compris entre 10 et 20 urn et dans les 
pores de diametre moyen superieur a 20um. 

Selon une forme de realisation particuliere, dans lequel la partie poreuse du 
support presente une porosite sensiblement homogene et uniforme sur sa face 
traitee, de maniere homogene et uniforme de la fibrine s'etend dans l'epaisseur 
de la partie poreuse du support sur une profondeur d'au moins 10 urn. 
Selon une forme de realisation possible, le support poreux contient du 
fibrinogene dans une couche distante de plus de lOum de la face en contact 
avec la couche de fibrine, en particulier sur une profondeur d'au moins 20 urn. 

La presence de fibrinogene libre (n'ayant pas encore reagi) est de preference a 
eviter une fois que le reseau de fibrine est forme, pour eviter que lors du 
remouillage de la couche de fibrine sechee, de nouvelles liaisons de fibrine se 



forment dans le reseau, de telle liaisons reduisant alors la tailles des alveoles ou 
de certaines alveoles du reseau. 

Selon une forme de realisation suivant 1'invention, de la fibrine attachee au 
reseau s'etend dans Tepaisseur de la partie poreuse traitee du support, a partir 
de ladite face traitee sur une profondeur d'au moins 2 jim a la fois dans les 
pores de diametre moyen compris entre 10 et 20|am et dans les pores de 
diametre moyen superieur a 20|am. Bien que le support puissent etre realise en 
toute matiere hydrophobe ou sensiblement hydrophobe, il est en particulier 
realise en polyethylene, en polyethylene terephthalate ou en 
polytetrafluoroethylene, lesdits materiaux etant avantageusement soumis a un 
etirage, en particulier a un etirage biaxial. 

Par materiau hydrophobe ou sensiblement hydrophobe, on entend en particulier 
les materiaux presentant un angle compris entre 30 et 50°, angle mesure selon 
la methode ASTM D 2578-84. 

De fa?on avantageuse, la partie poreuse du support presente une porosite 
sensiblement homogene et uniforme sur sa face traitee, c'est-a-dire que la 
repartition des pores ou le nombre de pores par unite de surface est 
sensiblement uniforme pour la partie poreuse. Par exemple, pour une partie 
poreuse donnee, le volume des pores de diametre superieur a 10|um d'une zone 
de 1 cm 2 de la partie poreuse variera entre 0,8 et 1,2, de preference entre 0,9 et 
1,1, fois le volume moyen de pores de diametre superieur a 10 |-im par cm 2 de 
la partie poreuse . 

Selon une forme de realisation, au moins la face de la couche de fibrine 
opposee a celle touchant le support poreux est stabilisee. En particulier, ladite 
couche a base de fibrine est au moins partiellement reticulee pour former un 
reseau d'alveoles adjacentes et presentant des ouvertures entre elles. La couche 
subit avantageusement une reticulation suffisante pour que la couche ne soit 
pas soluble dans 1'eau. 
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Selon un detail d'une forme de realisation avantageuse, ladite couche est munie 
de cellules et/ou de proteines, en particulier de proteines favorisant la liaison 
cellules-fibrine, de fibronectine, etc. 

5 

Bien que des epaisseurs de couche de fibrine sous forme hydratee ou apres 
rehydratation superieures a 100(am, voire superieures a SOO^trn sont possibles, 
selon une caracteristique d'une forme de realisation preferee, la couche a base 
de fibrine reticulee (sous forme hydratee ou apres rehydratation) couvrant la 

10 partie poreuse du support a une epaisseur comprise entre 0,5 et 100|am, 

avantageusement de 2,5 a 50 (im, de preference entre 5 et 20|im, des alveoles 
etant formees entre les molecules ou liens a base de fibrine reticulees, lesdites 
alveoles presentant un volume compris entre 5 et 25 |im 3 , l'epaisseur ou la 
hauteur moyenne de ladite chambre etant comprise entre 1 et 5 |im, en 

15 particulier entre 1 et3|j.m. 

Selon un detail d'une forme de realisation particuliere, les pores de la partie du 
support recouvert de ladite couche de fibrine presentent des faces internes au 
moins partiellement recouvertes d'une proteine soluble dans l'eau ou 

20 sensiblement soluble dans l'eau. Par exemple, les pores de la partie du support 
recouvert de ladite couche de fibrine sont partiellement recouverts de 
fibrinogene, d'albumine, de fibronectine, de vibronectine ou d'un melange de 
ceux-ci. En particulier, la face du support opposee a la face traitee est 
recouverte au moins partiellement d'une proteine soluble dans l'eau ou 

25 sensiblement soluble dans l'eau. Un tel recouvrement est avantageux pour 
faciliter Tadhesion des tissus en contact avec la face opposee a la face du 
support traitee. 

Selon une caracteristique avantageuse, au moins les pores de la partie poreuse 
30 du support sont au moins partiellement recouverts par un adjuvant polaire 
soluble ou miscible dans l'eau. Un tel adjuvant est de preference non 
denaturant pour les structures proteiniques et biocompatibles. A titre 
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d'adjuvant, on peut citer le glycerol, les sucres (sucrose, mannitol, sorbitol, etc.) 
Lesdits adjuvants sont en particulier solubles ou au moins miscibles dans I'eau 
et sont en particulier choisis parmi les adjuvants solubles ou miscibles dans 
l'eau qui permettent d'abaisser la temperature de congelation par rapport a la 
5 temperature de congelation de l'eau a pression atmospherique. 

Selon une forme preferee, P element se presente sous une forme seche, par 
exemple sous une forme presentant une teneur en humidite de moins de 0,5% 
en poids, voire de moins de 0, 1 % en poids. 




Selon une forme de realisation avantageuse, la couche de fibrine est reticulee 
en presence de fibronectine. La teneur en fibronectine reticulee dans la couche 
de fibrine est avantageusement comprise entre 0,5 et 15%, de preference de 1 a 
10%, du poids de fibrine et de fibronectine de la couche reticulee. Cette teneur 
1 5 correspond au poids des liaisons fibronectine dans la couche par rapport au 
poids des liaisons de fibrine et de fibronectine de la couche. 

Selon un detail d'une forme de realisation avantageuse, la couche de fibrine 
contient du calcium, en particulier du calcium et du chlore, et de fa?on plus 

20 precise du chlorure de calcium. La teneur en calcium de la couche de fibrine 
exprimee sous forme de \xg de calcium par unite de volume de la couche de 
fibrine (cm 3 ) est avantageusement comprise entre 1 et 100|ig/cm 3 , de 
preference entre 5 et 90|ig/cm 3 , en particulier de 10 a 50|ag/cm 3 . La teneur en 
chlore de la couche de fibrine est avantageusement comprise entre 1 ,5 et 

25 200|ag/cm 3 , de preference entre 8 et 170 ^ig/cm 3 , en particulier entre 16 et 

100|ag/cm 3 . Lorsque le calcium se presente sous forme de chlorure de calcium, 
la teneur en chlorure de calcium de la couche de fibrine (exprimee sous forme 
de \xg de chlorure de calcium par unite de volume (cm 3 ) de la couche de 
fibrine) est avantageusement comprise entre 2,5 et 300 ng/cm 3 , de preference 

30 entre 13 et 260 ng/cm 3 , en particulier de 26 a 150 ug/cm 3 . 

De fa<?on avantageuse, la couche de fibrine ne contient sensiblement pas 
d'autres sels de metaux alcalins ou alcalino-terreux que le chlorure de calcium. 
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De preference, la teneur en sels de metaux alcalins ou alcalino-terreux autres 
que le chlorure de calcium, dans la couche de fibrine est au moins 10 fois, de 
preference au moins 20 fois, en particulier au moins 50 fois inferieure a celle de 
chlorure de calcium dans la couche de fibrine. 

Bien que le support puisse etre un support poreux quelconque, le support de 
1'element est de preference un support bio-compatible et/ou biodegradable. 

Selon un detail particulier d'une forme de realisation de 1'element suivant 
, Invention, 1'element comporte deux ou plus de deux couches superposees de 
fibrine De facon avantageuse, les couches presented des alveoles de volume 
m0 yen different. En particulier, la couche de fibrine recouvrant la couche de 
fibrine en contact avec le support poreux presente des alveoles de volume 
moyen inferieur au volume moyen des alveoles de la couche de fibnne en 
5 contact avec le support poreux. Par exemple, le volume moyen des alveoles de 
la couche de fibrine recouvrant la couche de fibrine en contact avec le support 
est inferieur a environ 0,5 fois le volume moyen des alveoles de la couche de 
fibrine en contact avec le support. Selon une forme de realisation, la couche de 
fibrine recouvrant la couche de fibrine en contact avec le support penetre 
20 partiellement dans ladite couche de fibrine en contact avec le support. La 

penetration de la couche de fibrine avec de petites alveoles dans la couche de 
fibrine avec de grandes alveoles est avantageusement telle que la couche de 
fibrine avec de petites alveoles penetrent au moins dans 50% de 1'epaisseur de 
la couche de fibrine avec de grandes alveoles, mais de preference sur moms de 
25 la totalite de ladite epaisseur. 

Invention a egalement pour obje. un precede de preparation d'un element 
suivant 1' invention. Dans ce procede, 

. „„ me, au moins une partie poreuse d'une premiere face d'un support poreux 
3 „ en contact avec une solution aoueuse contenant de la fibrine ou du fbnnogene 
„u un ou des composes a base de fibrine ou contenant du fibnnogene, 
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- on soumet, de maniere sensiblement homogene et uniforme, la face de la 
partie poreuse du support opposee a ladite premiere face, a un effort 
d'aspiration d'au moins une partie de la solution au travers de ladite partie 
poreuse, assurant, de maniere homogene et uniforme par rapport a ladite partie 
poreuse, un depot d'une couche a base de fibrine ou de matieres contenant du 
fibrinogene et une diffusion au moins d'eau de la solution a travers Pepaisseur 
de la partie poreuse du support poreux et une penetration de fibrine ou de 
matieres contenant du fibrinogene dans le support poreux. Une telle aspiration 
permet d'obtenir une couche de fibrine sensiblement exempte de fibrinogene, 
en particulier si on a soumis la couche de fibrine a un lavage au moyen d'eau ou 
d'une solution aqueuse. 

Le precede suivant l'invention permet d'obtenir un element suivant l'invention 
tel que decrit plus haut 

Du fait de l'aspiration de la fibrine attachee au reseau est apte a penetrer dans le 
support poreux sur une profondeur d'au moins 2 |im, a la fois dans les pores de 
diametre moyen compris entre 10 et 20|im et dans les pores de diametre moyen 
superieur a 20|im. 

De fa9on avantageuse, on soumet la face du support poreux opposee a ladite 
premiere face a une pression inferieure a 0,8 10 5 Pa et on cree entre les deux 
faces de la partie poreuse une difference de pression d'au moins 0,3 10 5 Pa. De 
preference, on soumet la face du support opposee a ladite premiere face a une 
pression inferieure a 0,5 10^ Pa, de preference inferieure ou egale a environ 0,4 
10 5 Pa. Selon une forme preferee assurant un bon passage de fibrine ou de 
fibrinogene a travers I'epaisseur de la partie poreuse du support, on soumet la 
face du support opposee a la premiere face de maniere intermittente a une 
premiere pression inferieure a 0,8 1 0 3 Pa, de preference inferieure a environ 0,4 
10 5 Pa, et a une deuxieme pression inferieure a 0.8 lO^Pa, de preference 
inferieure a 0,4 10 3 Pa, la premiere pression etant au moins 5% superieure a la 
deuxieme pression. Au lieu de faire varier la pression ou depression exercee 
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la face opposee a ladite premiere face, il aurait ete possible de faire varier 
legerement la pression exercee sur ladite premiere face. 



sur 



De facon avantageuse, on soumet la face du support poreux opposee a ladite 
premiere face a une pression inferieure a 0,8 1 0 5 Pa et a une temperature 
comprise entre 0 et 100°C, de preference a une temperature comprise entre 15 
et 60°C, en particulier a une temperature comprise entre 25 et 40°C. 

Selon une variante d'un procede suivant l'invention, on soumet la face du 
support poreux opposee a ladite premiere partie a une solution choisie pour 
creer un phenomene d'osmose inverse induisant une diffusion au moins d'eau 
de la solution en contact avec la premiere face a travers la partie poreuse du 
support. Une telle diffusion assurant ainsi un passage sensiblement uniforme et 
regulier de fibrine ou de fibrinogene au moins partiellement a travers 
l'epaisseur du support poreux. 

Pour la mise en oeuvre du procede suivant l'invention, on utilise 
avantageusement une solution contenant de 5 a 20 mg/ml de matieres contenant 
du fibrinogene, en particulier une solution contenant de 5 a 20 mg/ml de 
matieres contenant du fibrinogene et de 0,01 a 10 unites de thrombine par ml, 
de preference une solution contenant de 5 a 20 mg/ml de matieres contenant du 
fibrinogene, du facteur XIII et de 0,01 a 2, de preference de 0,05 al unites de 
thrombine par ml. Selon une forme de realisation avantageuse, la solution 
contient moins de 0,5 unite de thrombine par ml. 

On a egalement remarque qu'il etait avantageux que la solution contienne de 
0,1 a 10 unites de Facteur XIII par ml. II s'est egalement avere avantageux que 
la solution contienne de 1 a 40 millimole de CaCl 2 par ml, en particulier de 1 a 
20 millimole de CaCl 2 par ml pour diminuer ou ralentir la fibrinolyse. Ainsi, 
par exemple pour une couche de fibrine preparee en presence de 20 millimole 
de CaCl 2 par ml, aucune fibrinolyse ne pouvait etre detectee visuellement une 
semaine apres la preparation de la couche de fibrine. 
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On notera que plus la quantite de thrombine utilisee est faible lors de la 
formation du reseau de fibrine, plus grande sera la quantite de fibrinogene apte 
a penetrer dans le support poreux. Malgre ce fait, le procede suivant Tinvention 
5 permet d'obtenir une couche de fibrine sensiblement exempte de fibrinogene, 
en particulier au niveau de la face du support en contact avec la couche de 
fibrine. 

Selon une caracteristique d'un procede suivant 1' invention, dans une premiere 
10 etape on met au moins une partie d'une premiere face d'un support poreux en 
contact avec une solution contenant de la fibrine et/ou des matieres contenant 
du fibrinogene, dans lequel on soumet la face du support poreux opposee a 
ladite premiere face, a un effort d' aspiration pour assurer, de maniere 
homogene et uniforme par rapport a ladite partie poreuse de la premiere face, 
15 une diffusion au moins d'eau de la solution a travers Fepaisseur du support 

poreux et une penetration de fibrine et/ou de matieres contenant du fibrinogene 
dans Pepaisseur du support poreux sur une profondeur d'au moins 2 |im, et 
dans une seconde etape on soumet la couche de fibrine et/ou de fibrinogene a 
une stabilisation. 

20 

Selon une forme de realisation possible, on assure un contact de ladite partie de 
la premiere face avec une solution aqueuse en mouvement. 

De fa<?on avantageuse la solution contenant de la fibrine ou des matieres 
25 contenant du fibrinogene contient egalement un adjuvant organique polaire. 
L'utilisation d'un tel adjuvant organique polaire s'est averee permettre un 
controle de l'epaisseur des fibres du reseau de fibrine. De plus, la presence 
d'un tel adjuvant organique s'est egalement averee avantageuse pour proteger la 
couche a base de fibrine lors d'une etape de sechage, eventuellement apres une 
30 etape de lavage. L'operation de sechage est avantageusement operee au moins 
partiellement par lyophilisation, de fa?on avantageuse a une temperature 
comprise entre -30°C et - 100°C, de preference a une temperature entre -40°C 



m 
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et -70°C. Par exemple, le sechage se fait en plusieurs etapes. a savoir une 
premiere etape de sechage par elevation de la temperature (par exemple a une 
temperature comprise entre 30 et 70°C) ou par mise sous vide apres avoir retire 
la solution de fibrine ou de matieres contenant du fibrinogene en contact avec 
5 la partie poreuse du support, et une deuxieme etape de sechage par 
lyophilisation. 

Les operations de sechage sont avantageusement effectuees apres une ou 
plusieurs etapes de lavage au moyen d'eau, d'une solution aqueuse, par exemple 

10 d'une solution aqueuse contenant un adjuvant organique polaire (par exemple a 
raison de 1 a 20% en poids, en particulier a raison de 5 a 10% en poids), tel que 
de la glycerine. Une operation de lavage particuliere consiste a mettre la 
couche de fibrine solidaire du support poreux en contact avec une solution 
aqueuse, en particulier une solution contenant du glycerol (par exemple de 1 a 

15 20% en poids, en particulier de 5 a 10% en poids) et a soumettre ensuite l'autre 
face du support a un effort d'aspiration de la solution au travers du support 
poreux. Un tel lavage permet d'obtenir un support poreux exempt de 
fibrinogene. Une telle operation de lavage peut etre appliquee sur des supports 
munis d'une couche de fibrine non selon l'invention et permet done de 

20 transformer un produit obtenu par simple contact du support poreux avec la 
solution contenant du fibrinogene en un element suivant Tinvention. 

La solution de fibrine ou de matieres contenant du fibrinogene utilise dans le 
procede de formation de la couche de fibrine suivant l'invention contient de 

25 preference de 0 a 20%, en particulier de 3 a 1 5%, et plus particulierement de 5 
a 10% dudit adjuvant organique polaire. Un tel adjuvant est avantageusement 
du glycerol, un sucre (mannitol, sorbitol, sucrose, glucose, etc). Lors de 
l'utilisation d'une solution contenant des matieres contenant du fibrinogene a 
raison de 5 a 20 mg/ml, de la thrombine a raison de 0,01 a 10 unites par ml e' 

30 de 5 a 10% de glycerol dans le procede suivant l'invention, on a remarque r 
etait possible d'obtenir un reseau de fibres de fibrine dont la taille des alv 
etait similaire a celle des alveoles du reseau obtenue a partir d'une solu f 
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contenant des matieres contenant du fibrinogene a raison de 5 a 20 mg/ml et de 
la thrombine a raison de 0.01 a 10 unites par ml (sans glycerol) dans le procede 
suivant I'invention. Toutefois, la taille des fibres du reseau obtenu en presence 
de glycerol etait plus faible, de sorte que l'utilisation de la fibrine ou des 
5 matieres contenant du fibrinogene de la solution etait meilleure en presence de 
glycerol. 

Le pH de la solution de fibrine ou de matieres contenant du fibrinogene est 
avantageusement compris entre 5 et 8,5, de preference entre 5,5 et 8, et en 
10 particulier entre 6 et 7,5. Le pH de la solution peut etre controle au moyen d'un 
tampon ou d'une solution tampon (par exemple Tris), par l'ajout d f un acide fort 
(HC1) ou faible, mineral ou organique (acide citrique, etc.). 

La solution contient egalement avantageusement au moins une proteine soluble 
15 dans l'eau, en particulier de 1'albumine. 

Selon une forme de realisation particuliere, au moins pour une partie du depot 
de la couche a base de fibrine ou de composes fibrinogenes, on controle la 
concentration en fibrine ou de composes fibrinogenes de la solution en contact 
20 avec la premiere face pour assurer une diffusion sensiblement constante d'eau 
au travers du support. 

Dans le procede suivant V invention, on utilise avantageusement un support 
poreux bio compatible ou bio degradable. 

25 

Selon une forme de realisation particuliere, mais qui presente des avantages 
pour assurer des le depart une diffusion sensiblement uniforme d'eau a travers 
l'epaisseur du support poreux, on traite la partie poreuse au moyen d'une 
solution aqueuse contenant avantageusement un agent de mouillage et/ou une 
30 proteine soluble dans l'eau et/ou un adjuvant organique polaire, avant de mettre 
la solution contenant de la fibrine et/ou du fibrinogene en contact avec ladite 
partie poreuse. 
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Selon Tinvention, il est egalement possible de traiter successivement le support 
poreux au moyen de solution contenant de la fibrine ou des matieres contenant 
du fibrinogene pour deposer des couches successives de fibrine. Selon 
5 Tinvention il est egalement possible de traiter le support poreux avec une 

solution contenant de la fibrine ou des matieres contenant du fibrinogene mais 
ne contenant pas de thrombine, et ensuite de traiter le support pretraite au 
moyen d'une solution contenant de la thrombine. 

10 L' invention a encore pour objet un filtre comprenant une membrane filtrante 
constitute d'un element suivant ['invention, un bioreacteur comprenant une 
membrane constitue d'un element suivant Tinvention, un implant constitue 
d'un element suivant Tinvention, et une peau artificielle constitute a partir d'un 
element suivant Tinvention. 

15 

Etant donne que la presence du glycerol dans un reseau de fibrine s'est averee 
utile pour le controle de la taille des alveoles, pour une meilleure utilisation de 
la fibrine (fibre de moindre epaisseur) et pour assurer une meilleure viabilite 
des cellules attachees sur le reseau de fibrine, un autre objet de Tinvention est 

20 une composition a base de fibrine ou de matiere contenant du fibrinogene, 
ladite composition se presentant sous la forme d'une mousse seche ou de 
particules de mousse seches contenant de 0,05 a 10% en poids d f un adjuvant 
organique polaire soluble dans Teau ou miscible dans Teau, ladite mousse 
presentant une porosite constitute au moins a 50% en volume de chambres ou 

25 creux de volume compris entre 5 et 25|im 2 . De fa?on avantageuse, au moins 
90% en poids de la fibrine se trouve sous forme reticulee. Eventuellement, la 
composition contient en outre une ou des proteines et/ou une ou plusieurs 
substances actives. En tant qu'adjuvant polaire, la glycerine est preferee, mais 
d'autres adjuvants sont possibles, tels que des sucres, sucrose, glucose, 

30 mannitol, etc. La teneur en eau est avantageusement inferieure a 0,5% en 

poids. En fait, la mousse ou reseau de fibrine reticulee est recouverte au moins 
partiellement par un adjuvant polaire organique soluble ou miscible dans Teau. 
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La preparation d'une telle composition peut etre obtenue par un procede dans 
lequel. eventuellement apres une etape de pre-sechage, on seche par 
lyophilisation une solution aqueuse de fibrine et/ou de fibrinogene contenant en 
outre un solvant organique polaire soluble dans I'eau ou miscible dans I'eau, la 
5 teneur en solvant organique de ladite solution etant comprise entre 0,05 et 10% 
en poids, pour obtenir une composition contenant moins de 0,5% en poids. De 
fa<?on avantageuse, on opere le sechage par lyophilisation a une temperature 
comprise entre -40 et -100°C, de preference entre -50°C et -75°C. En 
particulier, on effectue la lyophilisation en au moins trois etapes, chaque etape 

10 comprenant l'abaissement de la temperature de la composition ou solution a 
une temperature comprise entre -AO et -100°C suivi d'un abaissement de la 
pression a moins de 0,4 bar (0,4 10^ Pa). Par exemple, dans une premiere 
etape, on abaisse la pression a une pression comprise entre 0,2 et 0,4 10 5 Pa, et 
en ce que dans la derniere etape on dans la derniere etape on abaisse la pression 

15 a une pression a moins de 0,2 10 3 Pa. 

L'invention a egalement pour objet un procede permettant de retirer le 
fibrinogene non lie au reseau de fibrine, et en particulier le fibrinogene present 
dans le support poreux, de maniere a obtenir une couche de fibrine exempte de 
20 fibrinogene, et en particulier un support poreux et une couche de fibrine 
exempts de fibrinogene. Dans ce procede, 

- on met au moins une partie de la couche de fibrine attachee sur une premiere 
face du support poreux en contact avec une solution aqueuse contenant 
avantageusement un adjuvant polaire organique, et 

25 - on soumet, de maniere sensiblement homogene et uniforme, la face du 

support poreux opposee a ladite premiere face, a un effort d' aspiration d'au 
moins une partie de la solution au travers de ladite partie poreuse, assurant, de 
maniere homogene et uniforme par rapport a ladite partie poreuse, une 
elimination de fibrinogene present dans la couche de fibrine, en particulier au 

30 voisinage de ladite premiere face du support. Grace a cette aspiration, une 

diffusion au moins d'eau de la solution a travers l'epaisseur de la partie poreuse 
du support poreux a lieu. Au cas ou le procede est applique suffisamment 
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longtemps, la quantite d'eau diffusant au travers de l'epaisseur de la partie 
poreuse peut etre suffisante pour retirer ou eliminer le fibrinogene present dans 
les pores du support poreux. Une telle aspiration permet done d'obtenir une 
couche de fibrine sensiblement exempte de fibrinogene, voire un support 
5 poreux et une couche de fibrine exempte de fibrinogene. 

Ce precede de lavage, lorsqu'on utilise une solution aqueuse contenant un ou 
des additifs, comme par exemple une ou des proteines solubles, un ou des 
medicaments, etc. il est possible d'introduire dans le support poreux une 
10 quantite dudit ou desdits additifs, voire de recouvrir la face du support non en 
contact avec la couche de fibrine du ou desdits additifs. 

Du fait de 1'aspiration de la solution, de l'eau est apte a penetrer dans le support 
poreux, de sorte que par exemple sur une profondeur d'au moins 2 jam a partir 
15 de la premiere face (face portant la couche de fibrine), avantageusement d'au 
moins lO^m, de preference d f au moins 20|am, au moins les pores de diametre 
moyen compris entre 10 et 20|am soient exempts de fibrinogene. 

De fa<;on avantageuse, on soumet la face du support poreux opposee a ladite 
20 premiere face a une pression inferieure a 0,8 10 5 Pa et on cree entre les deux 

faces de la partie poreuse une difference de pression d'au moins 0,3 10' Pa. De 
preference, on soumet la face du support opposee a ladite premiere face a une 
pression inferieure a 0,5 10 5 Pa, de preference inferieure ou egale a environ 0,4 
10 5 Pa. Selon une forme preferee assurant un bon passage d'eau a travers 
25 Tepaisseur de la partie poreuse du support, on soumet la face du support 

opposee a la premiere face de maniere intermittente a une premiere pression 
inferieure a 0,8 10 5 Pa, de preference inferieure a environ 0,4 10 D Pa, et a une 
deuxieme pression inferieure a 0,8 10 5 Pa, de preference inferieure a 0,4 10' Pa, 
la premiere pression etant au moins 5% superieure a la deuxieme pression. Au 
30 lieu de faire varier la pression ou depression exercee sur la face opposee a 

ladite premiere face, il aurait ete possible de faire varier legerement la pression 
exercee sur ladite premiere face. 
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De fa?on avantageuse, on soumet la face du support poreux opposee a ladite 
premiere face a une pression inferieure a 0,8 lO 5 Pa et a une temperature 
comprise entre 0 et 100°C, de preference a une temperature comprise entre 15 
5 et 60°C, en particulier a une temperature comprise entre 25 et 40°C. 

Selon une variante d'un procede suivant I'invention, on soumet la face du 
support poreux opposee a ladite premiere face portant la couche de fibrine a 
une solution choisie pour creer un phenomene d'osmose inverse induisant une 
10 diffusion au moins d'eau de la solution en contact avec la premiere face a 
travers la partie poreuse du support. Une telle diffusion assurant ainsi un 
passage sensiblement uniforme et regulier d'eau au moins partiellement a 
travers l'epaisseur du support poreux. 

15 Toujours un autre objet de I'invention est un procede pour preparer des supports 
poreux recouverts d'une couche d'une matiere bio - absorbable ou d'un 
polymere absorbable, en particulier de polymere polylactique et/ou de 
polymeres polyglycolique et/ou de biopolymeres tels que les proteines 
structurelles et les polysacharides, les proteines structurelles etant en particulier 

20 choisies parmi le groupe comprenant le collagene, 1'elastine, la fibronectine, le 
laminine et la fibrine, ainsi que les autres proteines constitutives du tissu 
humain ou animal, ainsi que les proteines recombinants. Dans ce procede, on 
prepare une solution ou suspension aqueuse contenant un ou des polymeres 
et/ou biopolymeres et/ou des matieres pour former in situ lesdits polymeres 

25 et/ou bio polymeres. On met en contact la solution ou suspension avec une 
premiere face d'un support poreux et on aspire par au moins une autre face du 
support poreux (avantageusement la face opposee a la premiere face) au moins 
une partie de I'eau de ladite solution ou suspension. Cet effort d'aspiration cree 
une diffusion d'eau et avantageusement de bio polymeres ou de polymeres 

30 absorbables dans le support poreux. Pour assurer cette diffusion, 

avantageusement, on soumet la face du support poreux opposee a ladite 
premiere face (face en contact avec la solution ou suspension) a une pression 
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inferieure a 0,8 10 5 Pa et on cree entre les deux faces de la partie poreuse une 
difference de pression d ? au moins 0,3 10^ Pa. De preference, on soumet la face 
du support opposee a ladite premiere face a une pression inferieure a 0,5 10 5 
Pa, de preference inferieure ou egale a environ 0,4 10^ Pa. Selon une forme 
5 preferee assurant un bon passage d'eau a travers l'epaisseur de la partie poreuse 
du support, on soumet la face du support opposee a la premiere face de maniere 
intermittente a une premiere pression inferieure a 0,8 10 5 Pa, de preference 
inferieure a environ 0,4 10^ Pa, et a une deuxieme pression inferieure a 0,8 
lO^Pa, de preference inferieure a 0,4 10 5 Pa, la premiere pression etant au 

10 moins 5% superieure a la deuxieme pression. Au lieu de faire varier la pression 
ou depression exercee sur la face opposee a ladite premiere face, il aurait ete 
possible de faire varier legerement la pression exercee sur ladite premiere face. 
On aurait egalement pu soumettre ladite face opposee a la face en contact avec 
la solution ou suspension de polymeres, a Tinfluence d'une solution choisie 

15 pour creer un phenomene d'osmose inverse induisant une diffusion au moins 
d'eau de la solution en contact avec la premiere face a travers la partie poreuse 
du support. Une telle diffusion assurant ainsi un passage sensiblement 
uniforme et regulier d'eau au moins partiellement a travers l'epaisseur du 
support poreux. La solution diffusant au travers le support poreux a 

20 avantageusement une temperature comprise entre 20 et 70°C, en particulier 
entre 30 et 50°C. Une fois, la couche de polymeres absorbables ou bio 
polymeres formee, on seche avantageusement cette couche, en particulier par 
lyophilisation. La lyophilisation est avantageusement operee de la maniere 
decrite pour le sechage de la couche de fibrine. Au cas ou le sechage est opere 

25 par lyophilisation, la solution utilisee pour la formation de la couche contient 
avantageusement un adjuvant polaire, en particulier du glycerol, par exemple a 
raison de 1 a 15%, en particulier a raison de 5 a 10%. 

Des particularites et details de 1' invention ressortiront de la description 
30 detaillee suivante d'exemples de realisation, dans laquelle il est fait reference 
aux dessins ci-annexes. Dans ces dessins, 
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la figure 1 est une vue schematique d'un element suivant 1' invention ; 
la figure 2 est une vue schematique d'une installation pour ia preparation 
d'un element suivant 1' invention ; 

les figures 3, 4 et 5 sont des vues au microscope electronique (Philips 
XL20 Scanning Electron Microscope), avec agrandissement de 5000 fois, 
d'une tranche de reseaux de fibrine en coupe transversale avant 
lyophilisation, tandis que les figures 6, 1 et 8 sont des vues au microscope 
electronique, avec agrandissement de 5000 fois, d'une tranche de reseaux de 
fibrine en coupe transversale apres lyophilisation; 

les figures 9, 10 et 1 1 montrent respectivement, avec un grossissement de 
3500 fois, l'aspect en coupe transversale des reseaux obtenus au moyen 
d'une solution contenant respectivement 1 Ul/ml, 10 Ul/ml et 20 Ul/ml de 
thrombine; 

les figures 12 a 14 sont des vues au microscope electronique (XL20 de 
Philips), avec un grossissement de 5000 fois, montrant l'aspect en coupe 
transversale des reseaux obtenus au moyen d'une solution contenant 
respectivement pas de CaCb (figure 12), 2,7 mM CaCVml (figure 13) et 27 
mM CaCl 2 /ml (figure 14); 

les figures 15, 16, 17 et 18 sont des vues au microscope electronique 
(Philips XL20 Scanning Electron Microscope), avec grossissement de 500 
fois, de la face superieure de reseaux de fibrine avec cellules apres deux 
heures de culture; 

les figures 1 9 a 2 1 sont des vues en coupe transversale d'un support poreux 
2 portant une couche de fibrine 4 munie de cellules "C", vues au 
microscope electronique avec un grossissement respectivement de 100 fois, 
de 100 fois et de 1000 fois; 

la figure 22 est un diagramme d'electrophorese de marqueurs de faible 
poids moleculaire (1,6), de fibrinogene de controle (5), de fibrine de 
controle (4), de la couche polymere provenant de l'exsudat (partie passant 
au travers la membrane poreuse) apres incubation, et de la partie 
surnageante de l'exsudat apres incubation. 
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La figure 1 montre schematiquement en coupe et a plus grande echelle une 
partie d'un element suivant 1' invention. 

L'element 1 comporte (a) un support hydrophobe ou sensiblement hydrophobe 
2, par exemple en PTFE (expanse et etire biaxialement ) presentant une partie 
poreuse dont 1'epaisseur E est comprise entre 0,1 et 5 mm, par exemple de 300 
a 500 jam, et dont les pores P s'etendant au travers de son epaisseur E ont un 
diametre « d » moyen (volume poreux / surface des pores)compris entre 5 et 
100|um par exemple d'environ 30 a 40 fim, une face 3 de ladite partie poreuse 
dudit support 2 etant traitee au moyen d'une composition a base de fibrine 
et/ou de fibrinogene, et (b) une couche 4 a base de fibrine recouvrant ladite face 
traitee 3 du support 2. 

Ladite couche 4 a base de fibrine est sensiblement uniforme et homogene sur 
ladite face traitee 3. Apres lavage, la couche de fibrine 4 ne contient pas de 
fibrinogene. Par exemple la teneur en fibrinogene de la couche 4 (fibrinogene 
non lie au reseau de fibrine) est inferieure a 0,5 % en poids, de preference 
inferieure a 0,1% en poids par rapport au poids de la couche de fibrine. 

Du fibrinogene F peut s'etendre dans 1'epaisseur E de la partie poreuse traitee 
du support, a partir de ladite face traitee sur une profondeur « e » d'au mo ins 10 
jam a la fois dans les pores de diametre moyen compris entre 10 et 20\xm (pores 
dont le volume exprimee en ^im 3 divise par la surface des parois du pore 
exprimee en ^im 2 est compris entre 10 et 20 \im)et dans les pores de diametre 
moyen superieur a 20|im. En particulier, dans tous les pores de plus de 25 (am 
de la face traitee de la partie poreuse, du fibrinogene s'etend dans 1'epaisseur E 
du support sur une profondeur « e » d'au moins 30 |im. Toutefois, au niveau 
de la face 3, le support est sensiblement exempt de fibrinogene non lie au 
reseau. La non presence de fibrinogene non lie au reseau de fibrine est due au 
passage d'eau au travers du support poreux. Dans une forme particuliere, le 
support poreux est exempt de fibrinogene sur une profondeur d'au moins 10 
|im, a partir de la face portant la couche de fibrine. Selon une forme 
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particulierement avantageuse, le support est exempt de fibrinogene dans toute 
son epaisseur. 

La couche de fibrine 4 representee a la figure 1 est une couche stabilisee par 
reticulation grace a la presence du facteur XIII. Ladite couche 4 forme ainsi un 
reseau d'alveoles adjacentes 40. 

L'epaisseur « h » de la couche de fibrine calculee a partir de la face 3 (mesuree 
sous forme deshydratee) est par exemple d'environ lO^im, tandis que le volume 
moyen d'une chambre ou cellule est de 1'ordre de 1 0 nm 3 . Les alveoles sont 
ouvertes et presentent des passages entre eux. On entend par alveoles les zones 
exemptes de fibrine de volume superieur a 5 |im 3 et qui sont entourees par des 
liens de fibrine. La repartition des alveoles dans la couche 4 est sensiblement 
reguliere, c'est-a-dire que le volume des alveoles pour toute zone de 1 cm 2 de 
la face 3 recouverte par la couche 4 varie entre 0,8 et 1,2 fois (de preference 
entre 0,9 et 1,1 fois) le volume moyen des chambre par unite de surface (cm 2 ) 
de la zone. La hauteur moyenne des chambres calculee perpendiculairement a 
la face 3 est par exemple comprise entre 2 et 3 |im. 

L' element represents a la figure 1 est avantageusement sous une forme seche. 
La teneur en humidite est par exemple inferieure a 0,01% en poids, ce qui 
assure une excellente conservation et stabilite de l'element. Lors de la 
rehydratation de l'element, la couche de fibrine gonfle par exemple d'un facteur 
superieur a 1,5, en particulier d'un facteur compris entre 1,6 et 2,5 (l'epaisseur . 
de la couche de fibrine apres rehydratation correspond entre 1 ,6 et 2,5 fois 
l'epaisseur de la couche de fibrine seche). 

Selon une forme de realisation particuliere, les pores P presentent des faces 
internes au moins partiellement recouvertes d'une proteine soluble dans l'eau 
ou sensiblement soluble dans l'eau et/ou la face 6 du support opposee a la face 
traitee est recouverte au moins partiellement d'une proteine soluble dans l'eau 
ou sensiblement soluble dans l'eau. Un tel recouvrement est avantageux pour 
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faciliter par exemple la fixation de cellules, l'adhesion des tissus entourant la 
face opposee a la face traitee par de la fibrine ou des matieres contenant du 
fibrinogens 

Selon une caracteristique avantageuse d'une forme de realisation, les pores P 
(parois internes) de la partie poreuse du support sont au moins partiellement 
recouverts par un adjuvant organique polaire soluble ou miscible dans l'eau ou 
par des traces de cet adjuvant. Cet adjuvant organique polaire est 
avantageusement egalement present au moins partiellement sur les liens de 
fibrine de la couche 4 et sur les faces 3 et 6 du support. Un tel adjuvant est par 
exemple du glycerol, un sucre, etc. ou encore un melange de tels adjuvants. 
Lesdits adjuvants sont en particulier solubles ou au moins miscibles dans l'eau 
et sont en particulier choisis parmi les adjuvants solubles dans l'eau qui 
permettent d'abaisser la temperature de congelation par rapport a la 
temperature de congelation de l'eau a pression atmospherique. La quantite 
d'adjuvant organique soluble ou miscible present dans la solution de fibrine, 
fibrinogene et/ou thrombine ou dans la couche de fibrine reticulee humide (non 
sechee, teneur en eau des pores de 1'ordre de 50%) est de preference suffisante 
pour abaisser la temperature de congelation a pression atmospherique a moins 
de -5°C, de preference a moins de - 10°C. 

Bien que le support de la forme representee est un support poreux 
biocompatible en PTFE, on aurait pu utiliser un autre support biocompatible et 
en particulier un support biodegradable ou un support biocompatible et 
biodegradable. 

Des exemples de procede de preparation d'un element suivant 1' invention 
seront decrits ci-apres. 

30 Pour la preparation d'element(s) suivant l'invention, on a utilise une chambre 
etanche 10 reliee a une pompe a vide 1 1 pour mettre sous vide ou en depression 
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la chambre par rapport a la pression atmospherique. Cette chambre est 
representee de fa?on schematique a la figure 2. 

La chambre presente une tete d'admission 12 de solution(s) dans l'espace 
interne ou le creux d'un tube de diametre interieur de 1 a 100 mm, et plus 
particulierement de 2 a 10 mm. Le tube 13 presente des parties cylindriques 
poreuses 13 A (diametre moyen des pores compris entre 20 et 30|im) separees 
entre elles par un anneau non poreux 13B. L'epaisseur du tube etait d'environ 
200 a 300 [im pour les parties poreuses. La tete d'admission 12 comporte des 
mo yens pour attacher de maniere etanche une extremite 1 3C du tube. La tete 
d'admission 12 est reliee par le conduit 15 a un reservoir 14 contenant une 
solution aqueuse de matiere contenant du fibrinogene (concentration comprise 
entre 10 et 40 mg/ml) contenant de 0,2 a 20 unites de facteur XIII par ml 
(IU/ml) et de 100 a 1000|ag/ml de fibronectine, par le conduit 16 a un reservoir 
1 7 contenant une solution aqueuse de thrombine (concentration comprise entre 
0,05 et 2 IU/ml), et par le conduit 1 8 a un reservoir 19 contenant de l'eau et 
eventuellement un ou des additifs. Les conduits 15,16 et 18 sont munis de 
vannes V pour permettre ou empecher le passage d'un fluide. Lesdits conduits 
permettent d'amenee un ou des fluides vers la tete d'admission par rapport a la 
pression atmospherique. Un systeme de regulation 20 permet de controler le 
fonctionnement de la pompe a vide en fonction du vide desire et du vide 
mesure dans la chambre. 

L'extremite du tube opposee a celle attachee a la tete d'admission est fermee 
par un bouchon 21 avantageusement prolonge par un conduit 22 avec vanne 23 
pour permettre une evacuation de fluides ou solutions presents dans le tube 
hors de celui-ci. 

La chambre est egalement munie de moyens 24 pour amener la temperature de 
la chambre a une temperature comprise entre +60°C et -I00°C. 
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Exemple 1 

Dans cet exemple, on a utilise une solution A contenant 20 mg/ml de matiere 
contenant du fibrinogene , 1 000|ag de fibronectine par ml et 2 IU/ml de facteur 
5 XIII, et une solution B contenant 0,2 IU de thrombine par ml et 40 mM 
(millimole) de chlorure de calcium par ml. 

On a amene dans la tete de distribution la solution A et la solution B au meme 
debit pour obtenir un melange 1 : 1 de solution A et de solution B. Le melange 
10 ainsi obtenu contenait lOmg/ml de fibrinogene, 500|ag/ml de fibronectine, 1 
IU/ml de facteur XIII, 0,1 IU/ml de thrombine et 20 mM/ml de CaCl 2 . 

On remplit le creux ou espace interne du tube au moyen du melange de 
solutions A et B et on abaisse la pression de la chambre a une pression de 0,4 
15 10 5 Pa (soit un vide d'environ 600 millibar par rapport a la pression 

atmospherique). Cette mise sous vide cree une aspiration d'eau a travers 
Tepaisseur des parties poreuses du tube. Etant donne que le vide est cree sur sa 
face externe, le tube est mis dans un etat legerement tendu ou etire, ce qui 
facilite la diffusion de liquide par les pores du tube. 

20 

Lors de cette mise et maintien sous vide, on remarque que la paroi exterieure 
du tube est mouillee. 

Apres avoir maintenu un tel vide pendant environ 1 a 30 minutes, on a 
25 progressivement ramene la pression de la chambre a la pression atmospherique. 
Apres avoir vide et lave a 1'eau le tube, on a remarque que la face interne du 
tube etait recouverte d'une couche de fibrine reticulee d'une epaisseur 
d'environ 5 jam, des chambres ou cellules ouvertes de 15-20|im 3 sur les parties 
poreuses du tube (hauteur des cellules de 2 a 3 jim, surface de 5 a 7 |am 2 
30 calculee parallelement a la face du support sur laquelle prend appui la couche. 
On n'a detecte la presence de fibrinogene non lie a la couche de fibrine dans la 
couche de fibrine, ni a I'interface du support avec la couche de fibrine. La 
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presence de fibrinogene dans les pores du support a ete detecte sur une 
profondeur (calculee a partir de la face interne du tube) d'au moins environ 20 
jam pour tous les pores ayant un diametre moyen superieur a 10|im. 

Le passage de fibrinogene au travers du support poreux a ete confirme par 
l'electrophorese de la figure 22. En effet, on a recueilli du liquide sortant par la 
face opposee a celle en contact avec la solution de fibrinogene. Apres 
incubation de ce liquide, on a determine les pics d'electrophorese de la couche 
de polymere formee (2) et de la phase suraageante (3). II ressort qu'apres 
incubation-, 1'eleetrophorese (2) presente les pies earaeteristiques de la fibrine, 
ce qui prouve que du fibrinogene a bien passe au travers du support poreux. 

On a ensuite soumis ce tube a un sechage au moyen d'un gaz chauffe a 50°C. 

Exemple 2 

On a repete l'exemple 1, si ce n'est que pour l'etape de lavage on a fait couler de 
l'eau demineralisee dans le tube pour evacuer hors du tube la solution de 
fibrinogene, tout en maintenant une pression d'environ 0,4 1 0 5 Pa dans la 
chambre pour assurer une diffusion d'eau de lavage a travers le support poreux. 
Cette diffusion permet de retirer hors du support poreux du fibrinogene. 

Exemple 3 

On a repete l'exemple 1 si ce n'est qu'on a seche le tube en abaissant la 
temperature du tube a -60°C pour transformer l'eau en glace et en le 
lyophilisant a cette temperature. 

Exemple 4 



On a repete l'exemple 3, si ce n'est qu'on a ajoute du glycerol a raison de 5% 
en poids du melange constitue de 50% de la solution A et de 50% de la solution 
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B. On a remarque que la presence de glycerol a la fois dans le support poreux 
et dans la couche de fibrine assurait une bonne flexibilite de Telement. De 
plus, l'etape de lyophilisation etait facilitee. 

La presence du glycerol lors de la formation de fibrine reticulee s'est montree 
avantageuse pour permettre d'obtenir une structure reguliere et homogene pour 
la couche de fibrine. De plus, la presence de glycerol a facilitee le passage de 
fibrine et de fibrinogene dans les pores des parties poreuses du tube. 



10 Exemple 5 

On a repete l'exemple 4, si ce n'est qu'on a ajoute du glycerol a raison de 10% 
en poids du melange constitue de 50% de la solution A et de 50% de la solution 
B. On a remarque que la presence de glycerol a la fois dans le support poreux 
15 et dans la couche de fibrine assurait une bonne flexibilite de 1' element. De 
plus, l'etape de lyophilisation etait facilitee. 



Des parties de reseaux de fibrine des exemples 2, 3 et 4 avant et apres 
lyophilisation ont ete mises en contact dans des boites pendant une nuit avec 

20 une solution contenant de 2 a 2,5% glutaraldehyde. Ensuite au moyen d'un 
scalpel chauffe on a coupe transversalement une tranche du reseau fixe au 
moyen de glutaraldehyde, tranche qui a ete deshydratee par des solutions a 
40%, a 50%, a 70 %, a 80%, a 90% et a 100% d'ethanol. 
Les figures 3, 4 et 5 sont des vues au microscope electronique (Philips XL20 

25 Scanning Electron Microscope), avec agrandissement de 5000 fois, de la 
tranche du reseau de fibrine en coupe transversale avant lyophilisation, 
respectivement des exemples 2, 3 et 4, tandis que les figures 6, 7 et 8 sont des 
vues au microscope electronique, avec agrandissement de 5000 fois, de la 
tranche du reseau de fibrine en coupe transversale apres lyophilisation, 

30 respectivement des exemples 2, 3 et 4. La comparaison de ces figures montrent 
que les alveoles du reseau de fibrine des exemples 2, 3 et 4 avant lyophilisation 
sont similaires, que les alveoles du reseau de fibrine des exemples 2, 3 et 4 
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apres lyophilisation sont similaires, et que l'utilisation de glycerol permet de 
reduire la taille des fibres du reseau. Le glycerol, outre son role de protection 
des fibres lors de I'etape de lyophilisation, est done un agent permettant de 
controler la taille ou le diametre des fibres du reseau de fibrine. 

5 

Exemple 6 

On a repete 1'exemple 4, si ce n'est qu'on a remplace le glycerol, une premiere 
fois, par du glucose et, une deuxieme fois, par du mannitol. 

♦ 10 

Exemple 7 

On a repete 1'exemple 1, si ce n'est qu'on a utilise une solution contenant du 
fibrinogene a raison de 1 Omg/ml et de la thrombine respectivement a raison de 

15 1 Ul/ml, 10 Ul/ml et 20 Ul/ml. 

Les reseaux ainsi obtenus ont ete traites au moyen d'une solution contenant de 
2 a 2,5% glutaraldehyde et au moyen de solutions contenant de l'ethanol de la 
maniere decrite a 1'exemple 4. Des tranches des reseaux ainsi traites ont ensuite 
ete examinees au microscope electronique (scanning electron microscope, 

20 XL20 Philips). Les figures 9, 10 et 1 1 montrent respectivement, avec un 

grossissement de 3500 fois, l'aspect en coupe transversale des reseaux obtenus 
au moyen d'une solution contenant respectivement 1 Ul/ml, 10 Ul/ml et 20 
Ul/ml de thrombine. 

II ressort de ces figures 9 a 1 1, qu'un accroissement de la concentration en 
25 thrombine de la solution accroit le nombre de fibres, mais diminue la taille de 
celles-ci. 

Exemple 8 

30 On a repete 1'exemple 1, si ce n'est qu'on a prepare des melanges de solutions 
de thrombine et de fibrinogene, presentant respectivement une concentration en 
CaCl 2 de 0 mM/ml, 2,7 mM/ml et 27 mM/ml. Apres avoir traite et lave les 
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reseaux de la maniere decrite a l'exemple 4, on a examine au microscope 
electronique (XL20 de Philips), avec un grossissement de 5000 fois, l'aspect en 
coupe transversale des reseaux obtenus au moyen d'une solution contenant 
respectivement 0 mM/ml (figure 12), 2,7 mM/ml (figure 13) et 27 mM/ml 
(figure 14). II ressort de ces figures, qu'un accroissement de la teneur en 
calcium augmente le nombre de fibres, augmente la taille des fibres et diminue 
le volume des alveoles. 



10 Exemple 9 

On a repete l'exemple 4, si ce n'est qu'on a utilise une solution contenant 5% 
de glycerol, 20 mg/ml de fibrinogene , 500^ig de fibronectine par ml, 10 IU/ml 
de facteur XIII, 1 IU de thrombine par ml et 40 mM de calcium (millimole) par 
15 ml. 

Exemple 10 

On a repete l'exemple 4, si ce n'est qu'on a controle le vide de la chambre pour 
20 le faire varier de maniere intermittente entre un vide de 600 mbar par rapport a 
la pression atmospherique (pression d'environ 0,4 lO 3 Pa) et un vide de 630 
mbar par rapport a la pression atmospherique (pression d'environ 0,38 10 3 Pa). 
Cette variation de vide s'est revelee avantageuse pour la diffusion de fibrine et 
fibrinogene dans les pores du support. Apres lavage au moyen d'eau en mettant 
25 en contact la couche de fibrine avec un courant d'eau et en creant dans la 

chambre un vide variable entre un vide de 600 mbar par rapport a la pression 
atmospherique (pression d'environ 0,4 10 3 Pa) et un vide de 630 mbar par 
rapport a la pression atmospherique (pression d'environ 0,38 10 D Pa). Apres 
lavage, le support et la couche de fibrine ne contenait plus de fibrinogene libre. 



30 



Le tube peut facilement etre soumis, si necessaire, avant ou apres 
lyophilisation, a une sterilisation a 121°C pendant 60 minutes par exemple dans 
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un autoclave. Toute autre methode de sterilisation est possible du moment 
qu'elle ne detruit pas la structure a alveoles de la couche de fibrine reticulee, 
ainsi que la structure du support. 

5 Exemple 1 1 

On a repete 1' exemple 3, si ce n'est qu'on a controle la concentration en 
fibrinogene dans le tube au cours de Petape de diffusion pour assurer une 
concentration en fibrinogene dans le tube sensiblement constante. Pour ce faire 
10 on a ouvert de maniere interrnittente la vanne 23 pour evacuer de la solution 
hors du tube et on a amene dans le tube une solution pauvre en fibrinogene ou 
ne contenant pas de fibrinogene. Ceci permet d'assurer que la couche de 
fibrine soit sensiblement reguliere et homogene dans le sens de son epaisseur. 

15 Exemple 12 

On a repete l'exemple 1 1, si ce n'est qu'on a controle de maniere sensiblement 
continue la concentration en fibrinogene pour que cette concentration diminue 
au fur et a mesure que de la fibrine se depose sur la paroi interne du tube. 

20 

Exemple 13 

On a repete l'exemple 3, si ce n'est qu'avant de traiter des tubes au moyen de la 
solution de fibrinogene, on a introduit dans les tubes, soit de l'eau 
25 demineralisee, soit une solution aqueuse contenant 1 mg/ml d'albumine, soit 
une solution aqueuse contenant 10 mg/ml d'albumine, soit une solution 
contenant 30 mg/ml d'albumine, pour que les pores se remplissent ou soient 
gorges de la dite solution, avant le traitement des tubes au moyen de la solution 
de fibrinogene. 

30 

Exemple 14 
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On a repete l'exemple 3, si ce n'est que la solution contenait 30 mg/ml 
d'albumine et 10 mg/ml de fibronectine en tant que proteines. D'autres 
proteines telles que vibronectine, etc. auraient pu etre utilisees seules ou en 
melange, a la place de I'albumine et/ou de la fibronectine. 

Ainsi que specifie dans le document WO96/07444, il est possible de traiter la 
couche de fibrine, soit pour la denaturer, soit pour lui dormer des proprietes 
particulieres. 

La couche de fibrine peut etre traitee par de Peau, un ou des sels 
(eventuellement en solution), par des additifs pour favoriser la bio- 
compatibilite du support muni de la couche de fibrine. Les additifs sont par 
exemple choisis parmi les proteines, les inhibiteurs de coagulation du sang, des 
composes anti-inflammatoires, des composes diminuant le rejet de greffes, des 
cellules vivantes, des inhibiteurs de croissance cellules, des agents stimulant les 
cellules endotheliales, des antibiotiques, des antineoplastiques, du materiel 
genetique, des proteines qui favorisent ou stimulent la croissance et/ou 
l'attachement de cellules endotheliales sur la couche de fibrine reticulee, des 
facteurs de croissance, des facteurs de croissance pour la liaison heparine, 
substance contre le cholesterol (ZOCOR ®), etc. Des exemples d' additifs 
particuliers sont decrits dans le document US 5,660,873 dont le contenu est 
inclus dans la presente demande par reference. 

La couche de fibrine peut si necessaire etre partiellement hydrolysee, par 
exemple au moyen d'une plasmine. 

Exemple 15 

On a repete l'exemple 1, si ce n'est qu'on a introduit dans une premiere etape 
dans le tube la solution A pour obtenir par creation d'un vide dans la chambre, 
une couche de fibrine et de fibrinogene non reticule, et que dans une deuxieme 
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etape on introduit dans le tube, la solution B (thrombine) pour former des 
monomeres de fibrine et obtenir une structure reticulee. 

Exemple 16 

On a repete l'exemple 4, si ce n'est qu'on a opere la lyophilisation en plusieurs 
etapes, a savoir l'abaissement de la temperature a -58°C, le maintien de cette 
temperature de - 58°C avec mise sous vide (rappareil de lyophilisation avait 
ete regie avec une pression de consigne de 7 Pa, de sorte que la pompe a vide a 
fonctionne en continu) pendant 1 a 5 heures. l'accroissement de la temperature 
de - 58°C jusque -20°C a -30°C avec maintien du vide, maintien de la 
temperature entre -20°C et -30°C avec maintien du vide pendant au moins 10 
heures (de 10 a 100 heures), accroissement de la temperature a + de 20°C avec 
maintien du vide. 

Exemple 17 

On a repete l'exemple 1, si ce n'est qu'on a traite successivement le tube poreux 
au moyen de la solution A et au moyen de la solution B. 

Les etapes de traitement de cet exemple sont les suivantes : 

a) introduction de la solution A (fibrinogene) dans le tube; 

b) mise sous vide de l'espace exterieur au tube pour aspirer la solution A au 
travers des parois du tube; 

c) elimination de la solution A encore presente dans le tube; 

d) incubation de la couche de fibrinogene deposee pendant 15 minutes a 
temperature ambiante (les etapes a), b), c) et d) sont eventuellement repetees 
une ou plusieurs fois, par exemple deux a trois fois avant l'etape e); 

e) introduction de la solution B (thrombine) dans le tube; 

f) mise sous vide de Tespace exterieur au tube pour aspirer la solution B au 
travers des parois du tube; 

g) elimination de la solution B encore presente dans le tube; 
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h) incubation de la couche a 37°C pendant 30 minutes; 

i) introduction de la solution A (fibrinogene) dans le tube; 

j) mise sous vide de 1'espace exterieur au tube pour aspirer la solution A au 
travers des parois du tube; 

k) elimination de la solution A encore presente dans le tube 

1) incubation de la couche pendant 15 minutes a temperature ambiante (les 

etapes i,j,k et 1 sont eventuellement repetees une ou plusieurs fois); 

m) incubation de la couche pendant 90 minutes a 37 °C. 

Rxemple 18 

On a repete l'exemple 1 6, si ce n'est qu'on n'a pas precede aux etapes 
d'incubation intermediate d,h et 1. 

Exemple 19 

On a repete l'exemple 1, si ce n'est qu'on a traite successivement le tube poreux 
au moyen de la solution A et au moyen de la solution B. 

Les etapes de traitement de cet exemple sont les suivantes : 

a) introduction de la solution A (fibrinogene) dans le tube; 

b) mise sous vide de 1'espace exterieur au tube pour aspirer la solution A au 
travers des parois du tube; 

c) elimination de la solution A encore presente dans le tube; 

d) incubation de la couche de fibrinogene deposee pendant 15 minutes a 
temperature ambiante; 

e) introduction de la solution B (thrombine) dans le tube; 

f) mise sous vide de 1'espace exterieur au tube pour aspirer la solution B au 
travers des parois du tube; 

g) elimination de la solution B encore presente dans le tube; 

h) incubation de la couche a 37°C pendant 30 minutes; 

i) lavage du tube au moyen d'eau (de preference lavages successifs); 
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j) les etapes a a i sont repetees une ou plusieurs fois; 
k) incubation de la couche pendant 90 minutes a 37 °C. 

Exemple 20 

On a repete l'exemple 4, si ce n'est qu'on a ajuste au moment de son 
introduction le pH du melange de solutions respectivement a 6, 6,5, 7 et 7,5, ou 
si ce n'est qu'on a controle lors du procede le pH de la solution presente dans le 
tube pour le maintenir par exemple a 6,5 ou 7 ou 7,5. 

Exemple 21 

On a repete l'exemple 1, si ce n'est qu'au lieu de placer le tube poreux dans 
une chambre de mise sous vide, on a place le tube dans un recipient contenant 
une solution aqueuse concentree de sel (NaCl) pour creer par effet d' osmose 
inverse une diffusion d'eau et de fibrine-fibrinogene a travers la paroi de tube 
vers ladite solution concentree. 

Exemple 22 

On a injecte dans un tube au moyen d'une seringue la composition de 
fibrinogene et de thrombine de l'exemple 1 , pour obtenir sur la paroi interne du 
tube une couche de fibrine. De par ce procede, du fibrinogene est present sur la 
paroi interne du tube et dans la couche de fibrine au voisinage de ladite paroi 
interne. 

Apres avoir enleve la solution de fibrinogene et un trempage du tube dans de 
l'eau (prelavage), on a place le tube dans la chambre de mise sous vide utilise a 
l'exemple 1 . On a introduit alors dans le tube de l'eau demineralisee et on a 
ensuite cree un vide dans la chambre (pression de 0,3 10 5 Pa) pour creer une 
aspiration d'eau a travers la paroi du tube depuis la paroi interne vers la paroi 
externe. Cette diffusion d'eau a travers la paroi du tube permet de retirer le 
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fibrinogene non lie au reseau de fibrine hors de la couche de fibrine et hors du 
support, de sorte qu'au moins la partie du tube situee au voisinage de la paroi 
interne du tube et la couche de fibrine sont exemptes de fibrinogene. 

F.xemple 23 

On a repete l'exemple 22, si ce n'est que pour le lavage par diffusion d'eau au 
travers de la paroi du tube, on a utilise une solution aqueuse contenant 5 % de 
glycerol. 

F.xemple 24 

On a repete l'exemple 22, si ce n'est que pour le lavage par diffusion d'eau au 
travers de la paroi du tube, on a utilise une solution aqueuse contenant 5 % de 
glycerol et 1% d'albumine. 

Pour la preparation des couches de fibrine dans les exemples ci-dessus, on a 
utilise du fibrinogene et de la thrombine provenant de sang humain. On aurait 
pu utiliser en lieu et place de ces produits, des produits du commerce tel que 
des colles biologiques de CRYOLIFE, par exemple le produit FibRx, ou de 
VITEX (produit VIGuard), ou encore du fibrinogene recombinant. 



Les elements ou membranes suivant 1' invention, par exemple les membranes 
des exemples 1 a 13, trouvent de nombreuses applications, par exemple en tant 
que membrane pour bioreacteur, par exemple du type decrit dans la demande 
EP 96910867, membrane pour filtre, implant tel qu'organe interne artificiel, 
veine artificielle, artere artificielle, materiel antithrombique, valve cardiaque, 
peau artificielle la membrane peut egalement trouver d'autres applications dans 
la realisation de kits ou appareils de test, ... 
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Des tests ont ete effectues pour determiner la morphologie des cellules 
attachees sur un reseau de fibrine lyophilise prepare sans ajout de glycerol 
(exemple 3), sur un reseau de fibrine prepare a partir d'une solution contenant 
environ 5% de glycerol (exemple 4) avant lyophilisation et apres lyophilisation, 
5 et sur un reseau de fibrine prepare a partir d'une solution contenant environ 
10% de glycerol (exemple 6) avec lyophilisation. 

Pour ces tests, on a prepare un milieu de culture a partir de Dubbelco Modified 
Eagle Medium (DMEM). A ce milieu DMEM, on a ajoute, en % en poids de 
solution DMEM, les ingredients suivants : 

- 20% de HAM'S F 12 (milieu de culture) 
-10% de FCS (Foetal Calf serum, serum de foetus de veau) 

- 1% d'acides amines non essentiels ( a savoir L-alanine, L-aspargine, L-acide 
aspartique, L-acide glutamique, Glycine, L-proline, L-serine) 

- 1% de pyruvate de sodium 

- 1% de Penicillium streptomycine, et 

- 1% de L-glutamine. 

Ce milieu est appele ci-apres "milieu DMEM prepare". 

20 Les cellules utilisees dans ces tests ont ete isolees de la maniere suivante. 

Juste apres I'abattage des bovins, on a recupere l'aorte des bovins. Apres avoir 
separe les tissus adipeux des aortes, on a ligature les arteres collaterals. La 
surface interne des aortes a ete traitee pendant 15 minutes a 37°C avec une 
25 solution contenant 250 IU/ml de collagenase. Les cellules liberees lors de ce 
traitement sont recuperees et placees dans un milieu de culture DMEM 
contenant de la valine D , 10% de FCS , 100 Ul/ml de penicilline, 100|ng/ml de 
streptomycine et 2,5 jig/ml d'amphotericine B. Le milieu de culture a ete 
renouvele apres 24 heures. 



15 
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Deux jours apres, le milieu de culture a ete place dans un milieu de culture 
DMEM a 70%, contenant 20% de HAM'S F 12, 10% de FCS, 100 Ul/ml de 
penicilline, 100^g/ml de streptomycine et 2,5 ng/ml d'amphotericine B. 

Des que les cellules atteignent leur confluence, elles sont recuperees au moyen 
de trypsine (lmg/ml) en presence de EDTA (acide tetracetique d'ethylene 
diamine). 

Elles sont ensuite mises en culture dans le "milieu DMEM prepare". 

Avant d'aj outer des cellules dans des boites de Petri contenant un support muni 
d'un reseau de fibrine, les cellules ont ete recuperees du milieu DMEM prepare 
par incubation dans un milieu trypsine-EDTA (avec un taux de concentration 
de 5 fois) pendant 5 minutes a 37°C, ensuite 10 ml d'un milieu de culture 
contenant 10% de FCS ont ete ajoutes pour arreter Taction de l'enzyme. Le 
nombre de cellules dans le milieu a ete estime par comptage au microscope des 
cellules presentes dans une chambre de Burker apres marquage au tryptan bleu. 
Cette methode est appelee ci-apres methode de comptage au microscope. Le 
nombre de cellules mesure correspondait a 25.000 cellules/ml pour une 
premiere solution et 125.000 cellules/ml pour une deuxieme solution. 

2 ml du milieu de culture contenant respectivement 50.000 cellules et 250.000 
cellules ont ete ajoutes chacun separement dans les differentes boites de Petri 
contenant respectivement un reseau de fibrine lyophilise prepare sans ajout de 
glycerol (Boites 1), un reseau de fibrine prepare a partir d'une solution 
contenant environ 5% de glycerol (exemple 4) avant lyophilisation (Boites 2) et 
apres lyophilisation (Boites 3), et un reseau de fibrine prepare a partir d'une 
solution contenant environ 10% de glycerol (exemple 5) avec lyophilisation 
(Boites 4). 

La culture des cellules dans les boites de Petri a eu lieu a 37°C pendant 2 
heures pour un premier lot de boites (boites contenant 50.000 cellules) et 
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pendant 1 1 jours pour un deuxieme lot de boites (boites contenant 250.000 
cellules). Apres le temps de culture de soit 2 heures, soit 1 1 jours, les reseaux 
de fibrine des boites de Petri ont ete fixes au moyen d'une solution a 2,5% de 
glutaraldehyde. Les figures 15, 16, 17 et 18 sont des vues au microscope 
electronique (Philips XL20 Scanning Electron Microscope), avec 
grossissement de 500 fois, de la face superieure du reseau de fibrine apres deux 
heures de culture, respectivement des boites 1, 2, 3 et 4. Ces figures montrent 
qu'apres un temps de culture de deux heures, l'accrochage des cellules sur les 
reseaux de fibrine des differentes boites est bon. Les cellules sont reparties sur 
la face superieure de maniere reguliere et de maniere plate. 

Pour les boites soumises a une culture pendant 1 1 jours a 37°C, on a effectue 
au cours de la culture un examen visuel des boites. Cet examen a montre 
qu'apres 8 jours de culture, la fibrinolyse du reseau de la boite 1 (reseau de 
fibrine sans glycerol) etait visible, alors qu'aucune fibrinolyse n'etait 
perceptible pour les reseaux des boites 2, 3 et 4 apres 8 jours de culture. 

Apres 1 1 jours de culture, on a mesure pour la boite 1 et pour les boites 2 et 3, 
le nombre de cellules viables. Le nombre de cellules viable a ete estime un kit 
enzymatique WST-1 de Boehringer Mannheim (Cat n° 1644807 - lot n° 
14890800). Le principe de cette methode est base sur le clivage par une 
enzyme mitichondriale (succinate-tetrazolium reductase) d'un sel de 
tetrazolium, ajoute au milieu, en formazan. Cette reduction n'a lieu que dans 
les cellules viables. La couleur formazan produite par les cellules 
metaboliquement actives est quantifiee par un spectrophotometre a balayage 
(ELISA reader). Pour cette determination, on a remplace le milieu de culture 
des boites de Petri 1, 2 et 3 par 1 ml d'un milieu frais contenant 100^1 de la 
solution du kit enzymatique WST-1 . Apres quatre heures d'incubation a 37°C 
sous une atmosphere contenant 7% de CO2, lOO^il de la solution coloree de 
chacune des boites sont preleves pour etre analyses dans le spectrophotometre. 
On a ainsi determine pour les differentes solutions la difference entre le pic 
d'absorbance a 450 nm par rapport a 1'absorbance a 655 nm. On a ainsi observe 



une difference d'absorbance de loin plus importante ( 40 a 50% superieure) 
pour les boites 2 et 3 , par rapport a celle observee pour la boite 1 . La 
difference d'absorbance des boites 1, 2 et 3 etait au moins quatre fois superieure 
a celle d'un temoin ne comprenant pas de cellules. Cette analyse montre que 
des cellules des boites L 2 et 3 sont viables, mais que de plus la presence de 
glycerol assure une meilleure viabilite des cellules. 



# 
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REVINDICATIONS 



Element presentant une couche a base de fibrine ou de matiere contenant 
du fibrinogene, ledit element comportant (a) un support hydrophobe ou 
sensiblement hydrophobe presentant une partie poreuse dont l'epaisseur est 
comprise entre OA et 5 mm et dont les pores s'etendant au travers de son 
epaisseur ont un espace internodal compris entre 5 et 100|am, une face de 
ladite partie poreuse dudit support etant traitee au moyen d'une 
composition a base de fibrine et/ou de matiere contenant du fibrinogene, et 
(b) une couche a base de fibrine recouvrant ladite face traitee du support, 
caracterise en ce que ladite couche a base de fibrine est sensiblement 
uniforme et homogene sur ladite face traitee, et en ce que la couche de 
fibrine et au moins la face du support en contact avec la couche de fibrine 
sont sensiblement exempts de fibrinogene. 

Element suivant la revendication 1, caracterise en ce que la couche de 
fibrine et au moins la couche du support s'etendant sur une epaisseur de 
lOjim contient moins de 1% en poids, avantageusement moins de 0,5 %, de 
preference moins de 0,1% en poids de fibrinogene n'ayant pas reagi par 
rapport au poids de la couche de fibrine. 

Element suivant la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que de la fibrine 
s'etend dans l'epaisseur de la partie poreuse traitee du support, a partir de 
ladite face traitee sur une profondeur d'au moins 2 jam, a la fois dans les 
pores de diametre moyen compris entre 10 et 20\xm et dans les pores de 
diametre moyen superieur a 20(am. 

Element suivant Tune des revendications precedentes, dans lequel la partie 
poreuse du support presente une porosite sensiblement homogene et 
uniforme sur sa face traitee, caracterise en ce que de maniere homogene et 
uniforme de la fibrine s'etend dans l'epaisseur de la partie poreuse du 
support sur une profondeur d'au moins 10 |im. 
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5. Element suivant la revendication 2, caracterise en ce que le support poreux 
contient du fibrinogene dans une couche distante de plus de 10|im de la 
face en contact avec la couche de fibrine. 

6. Element suivant la revendication 5, caracterise en ce que du fibrinogene 

5 s'etend dans l'epaisseur du support sur une profondeur d'au moins 20 \im. 

7. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'au moins la face de la couche de fibrine opposee a celle 
touchant le support poreux est stabilises 

8. Element suivant la revendication 7, caracterise en ce que ladite couche a 
10 base de fibrine est au moins partiellement reticulee pour former un reseau 

d'alveoles adjacentes. 

9. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ladite couche est munie de cellules et/ou de proteines, 
en particulier de proteines favorisant la liaison cellules-fibrine. 

15 10. Element suivant 1'une quelconque des revendications, caracterise en ce que 
la couche a base de fibrine reticulee couvrant la partie poreuse du support a 
une epaisseur, mesuree sous forme seche, comprise entre 0,5 et 100|im, de 
preference entre 2,5 et 50|im, des alveoles etant formees entre les 
molecules ou liens ou fibre a base de fibrine reticulees, lesdites alveoles 

20 presentant un volume compris entre 5 et 25 \xm\ l'epaisseur ou la hauteur 

moyenne de ladite alveole etant comprise entre 1 et 5 |im, de preference 
entre 1 et 3 jam. 

11. Element suivant 1'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les pores de la partie du support recouverte de ladite 

25 couche de fibrine presentent des faces internes au moins partiellement 

recouvertes d'une proteine soluble dans l'eau ou sensiblement soluble dans 
l'eau. 

12. Element suivant la revendication 11, caracterise en ce que la face du 
support opposee a la face traitee est recouverte au moins partiellement 

30 d'une proteine soluble dans l'eau ou sensiblement soluble dans Feau. 




098007 



39 

13. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'au moins les pores de la partie poreuse du support sont 
recouverts d'un adjuvant organique polaire soluble ou miscible dans Peau. 

14. Element suivant la revendication 13, caracterise en ce que le reseau de 
fibres de fibrine reticulee est recouvert au moins partiellement et/ou 
contient un adjuvant polaire soluble ou miscible a l'eau, de preference un 
adjuvant choisi parmi le groupe comprenant le glycerol, les sucres et leurs 
melanges. 

15. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il presente une teneur en humidite de moins de 0,5% en 
poids, de preference de moins de 0,1% en poids. 

16. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que de la fibronectine est attachee a la couche de fibrine, 
la teneur en fibronectine par rapport au poids de fibrine et de fibronectine 
de la couche etant comprise entre 0,5 et 15 %. 

17. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la couche de fibrine contient du calcium a raison de 1 
a 100|ig, de preference de 10 a 50 fig de calcium par cm 3 de volume de 
couche de fibrine. 

18. Element suivant la revendication 14, caracterise en ce que le calcium se 
presente sous la forme de chlorure de calcium. 

19. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en que le support est muni de deux couches de fibrine 
superposees, la couche en contact avec le support presentant des alveoles de 
plus grand volume que les alveoles de la couche recouvrant la couche de 
fibrine en contact avec le support. 

20. Element suivant Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le support est bio-compatible et/ou biodegradable. 

21. Procede de preparation d'un element suivant Tune quelconque des 
revendications 1 a 20, dans Iequel on met au moins une partie poreuse 
d'une premiere face d'un support poreux en contact avec une solution 
aqueuse contenant de la fibrine ou une matiere contenant du fibrinogene, 
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dans lequel on soumet, de maniere sensiblement homogene et uniforme, la 
face de la partie poreuse du support opposee a ladite premiere face, a un 
effort d' aspiration d'au moins une partie de la solution au travers de ladite 
partie poreuse, assurant, de maniere homogene et uniforme par rapport a 
ladite partie poreuse, un depot d'une couche a base de fibrine ou de 
matieres contenant du fibrinogene et une diffusion au moins d'eau de la 
solution a travers l'epaisseur de la partie poreuse du support poreux et une 
penetration de fibrine ou de fibrinogene dans le support poreux. 

22. Procede suivant la revendication 21, dans lequel on soumet la face du 
support poreux opposee a ladite premiere face a une pression inferieure a 
0,8 10 5 Pa et dans lequel on cree entre les deux faces de la partie poreuse 
une difference de pression d'au moins 0,3 10 D Pa. 

23. Procede suivant la revendication 22, caracterise en ce qu'on soumet la face 
du support opposee a ladite premiere face a une pression inferieure a 0,5 
10 5 Pa, de preference inferieure a ou environ egale a 0,4 10^ Pa. 

24. Procede suivant la revendication 22 ou 23, dans lequel on soumet la face du 
support opposee a la premiere face de maniere intermittente a une premiere 
pression inferieure a 0,8 10 5 Pa, de preference inferieure a 0,4 10* Pa, et a 
une deuxieme pression inferieure a 0,8 10 5 Pa, de preference inferieure a 0,4 
10 5 Pa, la premiere pression etant au de 5% superieure a la deuxieme 
pression. 

25. Procede suivant Tune quelconque des revendications 22 a 24, caracterise en 
ce qu'on soumet la face du support poreux opposee a ladite premiere face a 
une pression inferieure a 0,8 10 5 Pa et a une temperature comprise entre: 0 et 
100°C, de preference a une temperature comprise entre 1 5 et 60°C. 

26. Procede suivant la revendication 21, dans lequel on soumet la face du 
support poreux opposee a ladite premiere partie a une solution choisie pour 
creer un phenomene d' osmose inverse induisant une diffusion au moins 
d'eau de la solution en contact avec la premiere face a travers la partie 
poreuse du support. 



27. Procede suivant Tune quelconque des revendications 21 a 26, caracterise en 
ce qu'on utilise une solution contenant de 5 a 20 mg/ml de matieres 
contenant du fibrinogene. 

28. Procede suivant la revendication 27, caracterise en ce qu'on utilise une 
solution contenant de 5 a 20 mg/ml de matieres contenant du fibrinogene et 
de 0,01 a 10 unites de thrombine par ml. 

29. Procede suivant la revendication 28, caracterise en ce qu'on utilise une 
solution contenant de 5 a 20 mg/ml de matieres contenant du fibrinogene, 
du facteur XIII et de 0,01 a 2 unites de thrombine par ml. 

30. Procede suivant la revendication 29, caracterise en ce qu'on utilise une 
solution contenant de 0,1 a 10 unites de Facteur XIII par ml. 

31. Procede suivant Tune des revendications 27 a 30, caracterise en ce que la 
solution contient de 1 a 40 millimole de chlorure de calcium par ml. 

32. Procede suivant Tune quelconque des revendications 27 a 31, caracterise en 
ce que la solution contient de 0 a 20% en poids, de fa<;on avantageuse de 3 
a 15%, de preference de 5 a 10% d'adjuvant organique polaire soluble ou 
miscible dans l'eau. 

33. Procede suivant la revendication 32, caracterise en ce que l'adjuvant est le 
glycerol. 

34. Procede suivant Tune quelconque des revendications 21 a 33, caracterise en 
ce que dans une premiere etape on met au moins une partie d'une premiere 
face d'un support poreux en contact avec une solution contenant de la 
fibrine et/ou des matieres contenant du fibrinogene, dans lequel on soumet 
la face du support poreux opposee a ladite premiere face, a un effort 

d' aspiration pour assurer, de maniere homogene et uniforme par rapport a 
ladite partie poreuse de la premiere face, une diffusion au moins d'eau de la 
solution a travers l'epaisseur du support poreux et une penetration de 
fibrine et/ou de fibrinogene dans l'epaisseur du support poreux, et en ce que 
dans une seconde etape on soumet la couche de fibrine et/ou de fibrinogene 
a une stabilisation. 
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35. Procede suivant l'une quelconque des revendications 21 a 34, caracterise en 
ce qu'on assure un contact de ladite partie de la premiere face avec une 
solution aqueuse en mouvement. 

36. Procede suivant Tune quelconque des revendications 21 a 35, caracterise en 
ce qu'on utilise de Feau ou une solution aqueuse contenant un agent 
mouillant pour remplir les pores du support poreux avant de mettre ledit 
support en contact avec la solution contenant de la fibrine ou des matieres 
contenant du fibrinogene. 

37. Procede suivant Tune quelconque des revendications 21 a 36, caracterise en 
que la couche a base de fibrine est soumise a une etape de sechage, 
eventuellement apres une etape de lavage. 

38. Procede suivant la revendication 37, caracterise en ce que le sechage est 
opere au moins partiellement par lyophilisation, de fa<?on avantageuse a une 
temperature comprise entre -30°C et - 100°C, de preference a une 
temperature entre -40°C et -70°C. 

39. Procede suivant l'une quelconque des revendications 28 a 38, caracterise en 
ce qu'au moins pour une partie du depot de la couche a base de fibrine ou 
de matieres contenant du fibrinogene, on cdntrole la concentration en 
fibrine ou de matieres contenant du fibrinogene de la solution en contact 
avec la premiere face pour assurer une diffusion sensiblement constante 
d'eau au travers du support. 

40. Procede suivant Tune quelconque des revendications 21 a 39, caracterise en 
ce qu'on utilise un support poreux bio compatible et/ou bio degradable. 

41. Procede suivant l'une quelconque des revendications 21 a 40, caracterise en 
ce qu'on traite la partie poreuse au moyen d'une solution aqueuse contenant 
avantageusement un agent de mouillage, une proteine ou un adjuvant 
organique polaire ou un melange de ceux-ci, avant de mettre la solution 
contenant de la fibrine et/ou des matieres contenant du fibrinogene en 
contact avec ladite partie poreuse. 

42. Filtre comprenant une membrane constitute d'un element suivant l'une 
quelconque des revendications 1 a 20. 
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43. Bioreacteur comprenant une membrane constitue d'un element suivant 
Tune quelconque des revendications 1 a 20. 

44. Implant constitue d'un element suivant l'une quelconque des revendications 
1 a 20. 

45. Peau artificielle constitute a partir d'un element suivant Tune quelconque 
des revendications 1 a 20. 
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Fig.13 
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Fig. 15 




i 



« 



09800796 



53 



Fig.19 





Acc.V Spot Magn 
20.0 kV 3.0 100x 



| H 200 iim 

XL20 BAXTER R&D EUROPE 



Fig. 20 Cv 



2 




:c.V Spot Magn Dot WD Exp I 200 |im 

.0kV30 100x SE 10.0 787 XL20 BAXTER R&D EUROPE 



• 



09800796 



1: 

% 



54 



Fig.21 




FI6 22 



43000 
3000$ 



201 Q^i^^iii^giii^^^^si 

1 44(&;^; : :f^ 




